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(57) Abstract 

This invention relates to a method for preparation of biologically active substances and has the following characteristic features: (a) 
nacre is reduced to a powder whose grain size is less than approximately 200 /im; (b) it is placed in close contact with an aqueous solvent, 
(c) at the end of the contact period, the insoluble fraction is separated out to give the aqueous fraction; (d) the solvent of the aqueous 
fraction is concentrated to separate out the soluble or water-transportable fraction of the nacre, which is made up of biologically active 
substances with essentially no mineral components. The invention likewise relates to the products obtained by this method, their use for 
medicinal purposes and the compositions containing them. 

(57) Abreg* 

La prdsente invention conceme un proceed de preparation de substances biologiquement actives, caract£ris£ en ce que: a) on nfduit 
de la nacre en une poudre de granulomere infeneure a environ 200 /im, b) on la met en contact intime avec un solvant aqueux. c) a la fin 
de la periode de contact, on s^pare la fraction insoluble de facon a recuperer la fraction aqueuse, d) on concentre le solvant de la fraction 
aqueuse de maniere a recupercr la fraction soluble ou entrainable a l'eau de la nacre qui est constituee des substances biologiquement actives, 
essentie Dement dipourvues de constituants mineraux. Elle conceme 6galement les produits susceptibles d'etre obtenus par ce proc6de\ leur 
utilisation a titre de medicament et les compositions les contenant. 
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PROCEDE DE PREPARATION DE SUBSTANCES ACTIVES A PARTI R DE LA NACRE, 
PRODUH^S OBTENUS, UTILES NOTAMMENT COMME MEDICAMENTS. 

La presente invemion sc rapporte a un precede de preparation de 
substances biologiquement actives a partir de la nacre ct au\ utilisations 
des produits purifies pouvant ctre ainsi obtenus. 

Ces produits seront notamment utiles en chirurgic osseusc et 
notamment en maxillo-facialc ou pour le traitcmcnt des pathologies 
degeneratives du cartilage, mais aussi en dcrmatologie. 

Isx nacre a etc proposee comme materiau de substitution et/ou de 
regeneration osseusc, en particulicr en chirurgic orthopedique ou 
maxillo-faciale, mais aussi pour la fabrication d'implanis deniaircs. 

II a en outre ete demontre (Lopez et al, Tissue and Cell, 24, 667-679, 
1992) que la nacre exercaii a distance des effets osteoconducteur et 
osteogene sur des cellules osseuses in vitro. 

II etait done souhaitable de pouvoir isoler les substances 
biologiquement actives presentes dans la nacre. 

On sait que la nacre, ou aragonite chonchv liferc, est une formation 
mineralisee biogene ; elle est constitute d'une matrice organique de 
substances fibreuses et non fibrcuses represcntant environ 1,7% de la 
masse totale (Taylor et al, Bulletin of the British Museum (Natural history) 
Zoology. Suppl. 3. 125pp. + 29 Planches, 1969) ct de carbonate de calcium 
cristallise sous forme d'aragonite. La structure de la nacre presente done 
des similitudes avec celle de Los, qui comprend une matrice organique et 
une phase minerale, constitute de phosphate de calcium sous forme 
d'hydroxyapatite. Par contre, environ 50% de la matrice organique de la 
nacre est soluble. 

Des auteurs ont decrit ('extraction de protcincs actives sur la 
formation de Pos, les BMP (ou Bone Morphogenetic Proteins) a partir de la 
fraction insoluble de la matrice de Los (Urist el al, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 76 : 1828-1832, 1979). Cc procede fait imcrvenir une demineralisation 
acide qui entraine des risques de dcnaturaiion des produits d'interct. 

Bicn que la nacre an ele suggercc comme biomatcriau depuis 
longtemps, des proteines analogues au\ BMPs, par excmple, n'ont jamais 
etc mises en evidence. 
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La Demanderesse a maintenani trouve un procede permettant de 
separer des substances presentant un ensemble dc proprietes biologiques 
particulierement interessantcs en particulicr car il nc compone pas 
d'etape denaturante. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un procede de 
preparation de substances biologiquement actives a partir de la nacre, 
caracterise en ce que : 

a) on reduit de la nacre en une poudre de granulomere inferieure a 
environ 200 *xm (e'est-a-dire en general de 50 a 150 nm), 

b) on la met en contact intime avec un solvant aqucux, eventueliement 
additionne de sels, 

c) a la fin de la periode de contact, on separe la fraction insoluble de 
fagon a recuperer la fraction aqueuse, 

d) on concentre le solvant de la fraction aqueuse de maniere a 
recuperer la fraction soluble ou entrainable a 1'eau de la nacre qui 
est constitute des substances biologiquement actives, 
essentiellement depourvue de constituants mincrauw 

II s'agit d'un procede simple a mettre en oeuvre, qui est de 
preference realise a une temperature comprise entre environ 4° C et 30° 
C ; de bons resultats sont obtenus a temperature ambiante. 

La nacre utilisee peut etre obtenue a partir de coquilles de 
mollusques, notamment d'huitrcs telles que Pinctada maxima. On utilise la 
nacre brute, debarassee des autres elements de coquille riches en calcite ; 
de preference, on part de nacre blanche, sinon il faut prevoir une etape 
d'elimination des pigments. 

II s'agit d'une maticre premiere aisement disponible, dont 
rutilisation n'a pas d'impact negatif sur les populations naturelles ; en 
effet, la plupart de ces huitres ou autres mollusques nacriers font l'objet 
d'une aquaculture. 

De plus, un avantage supplementaire est donne par le fait que 
la matiere premiere pcut etre obtenue a partir de coquilles d'huitrcs ayant 
produit des perles ; en effet, unc huitre perlicrc est climinee du pool 
productif apres avoir produit succcssivement au maximum 3 perles, alors 
qu'elle possede une epaisse couche de nacre de qualite cxcellente (grade 
A), l^i presente invention propose done un debouche supplementaire pour 
une utilisation de la nacre en aval de la perliculturc. 
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La nacre peut etre utilisec sans decontamination prcalable. Les 
fractions biologiques purifiees, extraites de la nacre, provenani de 
bivalves grands filtreurs (800 1 eau/jour) sont cxcmptcs d'agents 
pathogenes susceptiblcs d'etre actifs chez 1'humain, cc qui constitue une 
part essentielle du cahier des charges d'un biomateriau implantable, dont 
Linnocuite, a court et a long terme est une preoccupation majeure 
actuellement. Cette preoccupation se justifie par le souci de pallier les 
pathologies graves pouvant se declarer a la suite de l'utilisation, en 
chirurgie osseuse par exemplc, d'os lyophilisc. 

Dans un des modes de mise en oeuvre du procede la nacre est 
amenee a une granulometrie comprise entre 50 et 100 fim. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, la nacre est reduite en 
une poudre de granulometrie comprise entre 1 5 et 50 urn, ce qui permet 
darneliorer le rendement, en approchant de la taille dc l'unite cristalline. 

Dans tous les cas, on procedera d'abord a un concassage suivi 
d'un meulage, un broyage simple n'etant pas adapte a la consistance du 
materiau de depart. 

Le solvant de l'etape b) peut etrc choisi parmi l'eau pure, 
bidistillee ou apyrogenc, ou additionnee dc scls choisis notamment parmi 
NaCl ou le chlorhydrate de guanidine. 

L'invention a cn cffet permis de mettre en e\ idence que les 
substances responsables de l'activiie biologique de la nacre sont 
hydrophiles ou entrainablcs a I'eau, en particulicr h\ drosolubles, et 
peuvent etre extraites des la premiere ctapc du fractionnement, sous 
reserve de traiter la nacre fincment broyee, ce qui cn limite le cout de 
production. 

Le produit susceptible d'etre obicnu directcment par le 
procede defini precedemmem comprend un melange de proteines, qui 
presentent des activites biologiques dc stimulation de la proliferation 
cellulaire, en particulier des osteoblastes, des chondrocytes, des 
keratinocytes et des fibroblasius. Ccs proteines peuvent etrc fibreuscs ou 
non. L'invention concerne non scuicmcnt le produit ainsi obtenu mais les 
diverses substances purifiees par Iractionncmeni a partir du produit 
soluble complet. 
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Elle comprend notamment des proteines, pouvant etre 
assimilees a des proteines ancestrales, apparentees a la famille des 
BMP/TGF p (rransforming growth factor). 

Plus particulierement, 1'invention a pour objet unc ou des 
5 proteines osteoinductrices non fibreuses susccptiblcs d'etre obtenues a 
partir de la nacre, et qui presenters les caractertstiqucs suivantes: 
elle sont solubles dans l'eau ou entrainables a l'eau, 
elle sont non cytotoxiques, 

elles augmentent Pactivite phosphatase alcalinc ct la synthese de 
10 collagene de type 1 par les ostcoblastes. 

Elle concerne egalement des sequences nucleotidiques codant 
pour une telle proteine. II doit etre eniendu que de telles proteines, 
obtenues d'une autre source ou par synthese in vivo, par des organes ou 
tissus isoles ou par des cellules en culture sont egalement comprises dans 
15 Pinvention, de meme que les produits obtcnus par synthese chimique ou 
par genie genetique. 

Le produit biologiquement actif peut etre concentre a Petape 
d) par dialyse et/ou lyophilisation. 

Dans une variantc du procede, apres Petape d) on effectue 
20 une precipitation par Pethanol et Ton rccupere le culot qui constituera 
une sous-fraction biologiquement active, les produits restes en solution 
constituant une autre sous-fraction biologiquement active. 

L'etape b) peut notamment etre effcctuee par mise en 
suspension de la poudre de nacre dans le solvant aqueux, sous agitation 
25 mecanique ; on peut proceder a 4° C pendant 24 heurcs, mais les durees et 
les temperatures peuvent etre adaptees, par I'homme du metier, par 
exemple en fonction de la granulometrie dc depart. 

Dans un autre mode de realisation, l'etape b) est effectuee 
par passage sous prcssion du solvant a travcrs la poudre de nacre 
30 immobilisee. Cette immobilisation peut par exemple eire effectuee par une 
colonne, de type CLHP, e\*eniuellement en melange avee des substances de 
charge permettant un meilleure diffusion du solvant el evitant le 
compactage de la poudre de nacre. 
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Les differents produits obtenus selon l'invention sont utiles a 



titrc d'implant ou de medicament, notammem destine a augmenter la 
regeneration des tissus notammem osseux, cartilagincux ou cutanes. 



* Divers tissus : 

tissus squelettiques : os, cartilages, ligaments, dents, cement, ivoire 

et tous les autres, 

tissus cutanes et sous-cutanes, 

tous les autres. 

* Diverses pathologies : 

vieillissement degeneratif, traumatique, tumoral, esthetique et 
handicaps, 

infections rhumatologiques dont arthrose, polyarthrite..., 
infections ort hopediq ues ( traumatologiques et a visees 
correctrices), 

pathologies du metabolisme calcique, 

infections dermatologiques et dermatocosmctologiques, 
ou autres... 

Les produits selon l'invention pourront notamment etre 
utilises en chirurgie, en radiologic interventionnelle et dans routes autres 
techniques de traitement. 

Divers modes d 'application pourront etre envisages par voie 
generale ou locale, avee visee d'effet action immediate ou avec visee 
d'effet action retardee. 

Les produits et proteines selon Linvcntion peuvent entrer 
dans des compositions pharmaceutiqucs. Celles-ci pctivent sc presenter 
sous differentes formes telles que : solutions, suspensions, lyophilisats, 
poudres, gels, pates, colics. visqueux, non visqueux. rcvetcmcnts, enduits, 
etc. 



Les domaines d'application sont multiples et comprennent : 
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Ellcs pourroni etre utilisees par exemple dans les cas 

suivants: 

* Pour des interventions sous imagerie 

5 - restauration osseuse locale (pertc de susbtance) ou diffuse 

(demineralisation) ; au niveau du rachis, des mcmbres (os compact, 
os spongieux), des os plats de la face et de la boiie cranienne, du 
squelette thoracique ou autres. 

restauration cartilagincuse, disques intervertebraux et surfaces 
10 articulaires, suite par exemple a des destructions de type 

arthrosique ou traumatologique ou autres. 

* Traitement des pathologies diverscs des tissus squelettiques 

dans tous les cas cites precedemmcnt, en chirurgie classique 
fabrication des greffons osseux "au modele" en in vitro, par 
15 stimulation d 'osteoblastes ou de fibroblastes (osteoinduction). 

* Traitement des pathologies dermatologiques 

par application locale 

par intervention chirurgicale (injection, greffc ou autre...) 

apres production in vitro de greffons cutanes 
20 * Dans les cas d'autogreffe de cellules osseuscs, pour contribuer a stimuler 
et maintenir I'expression phenotypique de cellules humaines formatrices 
d'os (osteoblastes) en culture. Ces osteoblastes autologues sont destines a 
etre reimplantcs sous la forme d'autogreffe. 

* Utilisation "per os" , en vue de la regulation du metabolisme calcique. 

25 Selon un aspect avantageux, la composition contient en outre 

un support solide biocompatible ; celui-ci sera dope par {'addition en 
quantite definie, des produits biologiquement actifs. La composition 
pourra etre utilisee commc materiau de comblcmcnt de facon a pouvoir 
restaurer le squelette dans les cas de pertc et/ou defaut de substance 

30 osseuse qu'ils soient d'ordre traumatologique, cslhctiquc ou pathologique. 
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Scion un autre aspect, la composition contient des excipients 
adaptes pour une administration par voie cutanea. Elle pourra induire la 
cicatrisation et la regeneration cutanee. 

L'invention se rapporte egalcmcnt a la production 
5 d'anticorps diriges contrc les differentes fractions proteiques 
biologiquement actives, ces anticorps pouvant etre marques par 
radioactivite, fluorescence, reactif chromogene ou enzymatiquement. 

□ Ie concerne la production de sondes marquees ou non. 

Selon un autre aspect l'invention concerne des kits de 
10 diagnostic contenant un anticorps ou une sonde tels que definis 
preccdemment. 

Les produits et proteines selon l'invention pcuvent entrer 
dans des compositions cosmetiqucs, destinces en particulicr a lutter contre 
les effets du vieillissement. 
15 Enfin l'invention comprend ['utilisation des substances et 

proteines hydrosolubles susceptibles d'etre extraites de la nacre comme 
additifs de culture cellulairc, ainsi que des milieux de culture les 
contenant. 



20 Exemple I : Extraction 

De la nacre de Pinctada maxima sous forme de fragments 
irreguliers (fournie par la societe EVM Devcloppement, SARL, 5, rue 
Capron. 75018 PARIS. SI RET 38348098500019) est lavee a l'eau courante puis 

25 par trois passages en eau distillee. Ces fragments sont mis sous forme 
micronisee, de granulometric comprise cntre 50 ct 100 urn. La poudre 
obtenue est decontarninec aux rayons y et est extraite, sans 
demineralisation prealable, par agitation mccanique a 4 C C pendant 24 
heures, par de l'eau pure bidistillee ou de l'eau apyrogene ou une solution 

30 de NaCl a 25 g/1 ou par une solution aqucusc de chlorhydratc de guanidine 
(pi I 7,4). Une fraction soluble est obtenue aprcs f iltration sous vide, 
concentree par lyophilisation puis dvalisee conire dc l'eau avee une 
membrane de 40 mm dc diametre et dc 12 000 a 1 4 OOO Daltons de porosite. 
Une partie de la fraction obtenue est direciement l> ophilisce. I. autre 

35 partie est precipitce par I'ethanol (24 heures a 4 C). 
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L'ensemble dcs operations effectuccs est resume sur le 
diagramme suivant : 
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66g 
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Chiorure dc guanidinc 4°C 
agitation mecanique 24 h 



i 



Fraction soluble 
SO 



concentration 
par I yophilisaiion 



i 
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24 h 20° C 
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Dialvse 

12000 - 14000 



SOL 2 



SOP 



SOL 1 
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- Fractionnement, analyse des protcines el des peptides 

Les spectres d'absorption en U.V. et l'analyse 
chromatographique des fractions brutes montrcni que ces fractions sont 
essentiellement de nature proteique ou peptidiquc. 



techniques classiques de chromatographic liquide haute pression (HPLC) 
et d'electrophorese. L'exclusion par tailles (SEC), les echanges d'ions (IEX), 
les interactions hydrophobes (HIC), Phydroxylapaiite (HPHT), la 
chromatographic d'affinite (AFC) sont les methodes les plus courantes de 
HPLC. Ces methodes sont considerees comme nc denaturant pas les 
protcines ou peptides, done nc provoquant pas d'altcration de l'activite 
biologique. 

Les techniques elcctrophoretiques pour Tanalyse des 
protcines sont 1'electrophorese capillaire de zone a haut pH (CZE), 
Pclcctrophorese analytique et 1'electrophorese preparative. Toutes ces 
methodes d'electrophorese sont hautement resolutives et non 
denaturantes. 

Excmplc 2 : Tests biologiqucs in vitro 

- Materiel biologique experimental 

Osteoblastes, chondroblastes, fibroblastcs et kcratinocytes 
humains en culture. Cellules de premier passage, provcnanl d'individus de 
differents sexes et d'age variable (enfant - adulte - personne agee). 

- Criteres devaluation utilises 

1) Cytotoxicity, la proliferation el la migration des cellules est 
evaluee au moyen du test MTT. technique colonmctrique fondee sur la 
transformation du sel de tctrazolium (jaunc) en un sel de formazan (bleu 
violet) par la NADPII reductase des cellules vjvanics. 



Les etapes principales du fractionnement de la matrice 
organique en ses divers constituants utilisent, en combinaison, les 
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2) Stimulation dc l'activite des osieoblastes maintenus a 
confluence, evaluec par augmentation de la presence et/ou de l'activite 
phosphatase alcaline. 

3) Syn these de collagene dc type I par lcs osieoblastes, de type 
5 II par les chondrocytes, de type III par les fibroblastcs. Ces collagcncs, 

consituants de la matrice extracellulaire pcptidique, sont des marqueurs de 
l'activite de ces types ccllulaires. 

4) Synthese de chondroitine sulfate et d'acide hyaluronique, 
consituants de la matrice extracellulaire non pcptidique secreice par les 

10 chondrocytes. 

5) Fixation de calcium (processus de mineralisation) sur la 
matrice organique extracellulaire synthetisee par lcs osieoblastes (cvaluee 
par spectrophotometrie atomique d'absorption). 

6) Synthese de PTllrp par les keratinocytes. 
15 A titre d'exemple : 

Activite des Fractions : test d'activite sur osteoblastcs humains en culture 



Extrait 


MTT 

Difference par 
rapport au tcmoin 


P. Alcaline 
Difference par 
rapport au tcmoin 


Collagene 
Type I 
Expression 


SOP 




+ 


+++ 


SOLI 


+ 


NS 


+++ 


SOL 2 


+ 


+ 





30 

NS= non significatii 
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Determination des composants de la mairicc organique 

sur extraits : 

Immunodetection apres elcctrophorese ct iransfcrt sur membrane 

- sur extrait brut - 



Collagene Collagene Collagene Decorinc PTIlrp CGrp 
type I type II type III 



10 



Exemple 3 : In vivo : critcres devaluation utilises 

15 

- Demonstration de l'activite des fractions : le Test de SAM PATH (SAMPATH 
et al., 1990), utilise pour la caracterisation de racttvite biologique 
(osteoinduction) des Bone Morphogenetic Proteins (BMP) est choisi comme 
modele. 



Site sous cutanc Collagene Collagene Phosphatase 

Nacre totale type II H) type I < 2 > alcaline <3> 

(Poudre) Immunolocalisation immunolocalisation Test d'activite 





1 sem 










2 sem 




+ 




30 


4 sem 









1 ) : specifique du cartilage 

2) : majoritairc dans l'os 

3) : activite osteoblastique 
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- Demonstration dc Pactivite sur la regeneration cutanee : par application 
locale sur des lesions (scarifications, brulures ou autrcs) provoquees chez 
l'animal (rat, lapin). 



Lesion cutanee provoquees (rat) 



temoin + application Nacre totale 

sham operated (poudre) 



Inflammation chronique + 



Cicatrisation a J + 2 



+ /- 
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REV FN DI CATIONS 



1. Procede de preparation de substances biologiquement actives, 
5 caracterise en ce que : 

a) on reduit de la nacre en une poudre de granulomctrie infericure a 
environ 200 urn, 

b) on la met en contact intime avec un solvant aqucux, 

c) a la fin de la periode de contact, on scpare la fraction insoluble de 
10 fagon a recuperer la fraction aqueuse, 

d) on concentre le solvant de la fraction aqueuse de maniere a 
recuperer la fraction soluble ou entrainable a Teau de la nacre qui 
est constitute des substances biologiquement actives, 
essentiellement depourvues de constituants mineraux. 

15 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'a 

Tetape a) la nacre est amenee a une granulometrie comprise entre 50 et 
100 urn. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'a 
Tetape a) la nacre est reduite en une poudre de granulomctrie comprise 

20 entre 15 et 50 urn. 

4. Procede selon Tunc des revindications 1 a 3, caracterise en 
ce qu'a I'etapc b), le solvant est choisi parmi l'eau pure, bidistillee ou 
apyrogene, ou additionnec dc sels choisis notammcnt parmi NaCl ou le 
chlorhydrate de guanidine. 

25 5. Procede scion Tune des revendications 1 a 4, caracterise en 

ce que Petape d) est effcctucc par concentration puis dialyse et/ou 
lyophilisation. 

6. Procede scion Tune des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce qu'apres I'etapc d) on effectue une precipitation par Pcthanol et Ton 

30 recupere le culot qui constitucra une sous-fraction biologiquement active. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a b, caracterise en 
re que Tetape b) est effcctucc par mise en suspension dc la poudre de 
nacre dans le solvant aqucux, sous agitation mecaniquc. 
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8. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caractcrise en 
ce que 1'etape b) est effectuec par passage sous pression du solvant a 
travers la poudre de nacre immobilisee. 

9. Produits susccptibles d'etre obtcnus par le procede seion 
5 Tune des revendications 1 a 8. 

10. Proteines osteoinductrices non fibrcuscs, analogues des 
BMPs ou autres, susccptibles d'etre obtcnues a partir dc la nacre, qui 
presentent les caracteristiques suivantes : 

elles sont solubles dans l'eau, 
10 - elle sont non cytotoxtqucs, 

elles augmentcnt 1'activiic phosphatase alcaline et la synthese de 
collagene de type 1 par les osteoblastes. 

11. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins un produit selon la revendication 9 ou une proteine 

15 selon la revendication 10. 

12. Composition pharmaceutique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre un support solide 
biocompatible. 

13. Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce 
20 qu'elle contient des excipiems adaptes pour une administration par voie 

cutanee. 

1-4. A titre de medicament, produits susccptibles d'etre 
obtenus par le procede selon Tune des revendications 1 a 8, ou proteines 
selon la revendication 11. 
25 15. Utilisation d'un produit susceptible d'etre obtenu par le 

procede selon l'une des revendications 1 a 8 ou d'une proteine selon la 
revendication 9, pour la preparation d'un medicament destine a 
augmenter la regeneration des tissus notamment osseux, cartilagineux ou 
cutanes. 

30 



BNSDOO 7 <W-: 
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16. Utilisation scion la revcndication 15, caractensec en cc 
que le medicament est utile pour le traitemcni d'unc affection choisie 
parmi : l'arthrose, la polyarthriie, Postcoporosc, le vieillissement 



degeneratif, les pathologies tumorales ct les pathologies post-traumaiiques 
telles que pseudoarlhrose ct algodystrophic. 

17. Composition cosmctiquc, caracierisee en ce qu'elle 
contient au moins un produit selon la revcndication 9. 

18. Milieu de culture de cellules, caracterise en cc qu'il 
contient au moins un produit scion la revcndication 9 ou unc proteine 
selon la revcndication 10. 
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